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Гидролазы широко используются в процессах переработки овощей и фруктов,  
а также в бумажной промышленности при переработке лигноцеллюлозного материала 
[1, 2]; они способствуют улучшению экстракции из растительного сырья [3], успешно 
применяются для осветления соков [4]. Кроме того, ферменты этого класса широко 
используются в сельском хозяйстве для улучшения качества кормов [5]. 
 Гриб Тrichoderma viride способен продуцировать несколько гидролитических 
ферментов: β-глюкозидазу [6, 7], пектинэстеразу [8] и ксиланазу [9, 10].  
Каталитически активными группами в гидролазах чаще всего являются  
группа ОН- остатка серина, например, в химотрипсине, щелочной фосфатазе, 
аспарагиназе и др.; группа SH- остатка цистеина, например, в папаине; группа СООН 
остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот, например, в пепсине, лизоциме, 
карбоксипептидазе и др.; имидазольная группа остатка гистидина, например, в 
рибонуклеазе, глюкозо-6-фосфатазе [11].  
Эти группы могут функционировать как нуклеофильные катализаторы, образуя 
с субстратом ковалентное промежуточное соединение, или как кислотно-основные 
катализаторы, способствуя отщеплению протона от молекулы Н2О, атакующей 
расщепляемую связь, и протонируя уходящую группу субстрата. Атомы металла в 
металлсодержащих гидролазах поляризуют расщепляемую связь, включая в свою 
координационную сферу молекулу Н2О, способствуя ее ионизации. Активность 
гидролаз подавляется многими специфическими ингибиторами. Так, сериновые 
протеиназы и эстеразы инактивируются фосфорорганическими соединениями 
(например, диизопропилфторфосфатом, зарином, зоманом), тиоловые гидролазы – 
реагентами на SH-группу (например, N-этилимидом малеиновой кислоты), 
металлсодержащие ферменты – хелатообразующими реагентами (например, 
этилендиаминтетрауксусной кислотой) [12, 13].   
К наиболее распространенным в промышленности ферментам из класса 
гидролаз относятся гликозидазы. Гликозидазы (гликозилгидролазы) объединены  
в КФ 3.2 как ферменты, катализирующие гидролиз O- или S-гликозидов.  
Все гликозидазы имеют номера КФ3.2.1.Х, при этом Х может принимать значения  
от 1 до 100 и более  в зависимости от субстратной специфичности фермента [14]. 
На основе молекулярного механизма катализируемой ими реакции гликозидазы 
можно разделить на две группы: представители первой группы обращают, а второй – 
сохраняют путем двойного обращения оптическую конфигурацию субстрата  
у продукта реакции гидролиза. Также гликозидазы могут быть классифицированы  
как экзо- или эндодействующие ферменты в зависимости от того, действуют ли они 
соответственно на концевой или внутренний моносахаридный остаток в углеводной 
цепи.  
Учитывая основные особенности механизма действия гликозидаз (гидролиз  
с сохранением аномерной конфигурации, способность к трансгликозилированию,  
а также уменьшение эффективности действия с увеличением длины субстрата), следует 
подчеркнуть, что они должны определяться общими чертами строения активного 
центра.  
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Основным ферментом гриба Trichoderma viride считают ксиланазу.  
Специфичность гидролитических свойств ксиланазы Trichoderma viride зависит  
от условий, в которых проводят ферментативный гидролиз, при этом необходимо 
учитывать время реакции и концентрацию субстрата. Ксиланаза Trichoderma viride 
способна гидролизовать ксиланы и их производные из различных источников. Чаще 
всего продуктами гидролиза являются олигоксиланы, ксилобиозы и ксилоза, при этом 
ксилоза – не основной продукт действия ксиланазы, чаще всего в гидролизатах 
преобладают олигоксиланы. Вероятно, что фермент сначала удаляет заместители  
в арабиногалактанах, а затем гидролизует производные ксилана [9]. 
Каталитический путь, по которому ксиланаза Trichoderma viride гидролизует 
гетерополисахаридные субстраты, до конца не выяснен. Поскольку данный фермент 
имеет очень небольшие размеры и за короткое время инкубации достигается 
значительный гидролитический эффект, то наиболее распространена гипотеза  
о том, что ксиланаза действует только на пространственно доступные участки 
субстрата, удаляя фрагменты олигоксиланов, а также остатки ксилозы.  
Эта гипотеза подтверждается экспериментальными данными некоторых 
исследователей [10]. 
В представленной работе метод определения ксиланазной активности гриба  
Trichoderma viride основан на определении количества редуцирующих сахаров, 
образовавшихся в результате ферментативного гидролиза ксилана. Количество 
редуцирующих углеводов, образовавшихся в результате ферментативной реакции, 
определяют методом, основанным на окислении сахара фелинговой жидкостью. 
Оставшуюся невосстановленной двухвалентную медь определяют йодометрически.  
В результате реакции образуются одновалентная йодистая медь и свободный йод, 
который оттитровывают тиосульфатом натрия. 
За единицу ксиланазной активности принимают такое количество фермента,  
при действии которого на субстрат за 1 ч в условиях опыта образуется 1 мг 
редуцирующих углеводов в пересчете на ксилозу. 
Для экспериментов готовили 1%-й раствор ксилана, для чего 1 г ксилана 
растворяли в мерной колбе вместимостью 100 мл в 50 мл используемого в опыте 
буферного раствора на кипящей водяной бане в течение 1 ч. После охлаждения  
до комнатной температуры полученный раствор ксилана доводили до метки тем же 
буферным раствором, а нерастворенную часть ксилана отфильтровывали  
через бумажный складчатый фильтр. Фильтрат использовали в качестве субстрата  
для определения  ксиланазной активности. 
Раствор Фелинга готовили следующим образом. Раствор Фелинг I:  34,65 г 
кристаллов медного купороса растворяли в 500 мл дистиллированной воды. Раствор 
Фелинг II: 173 г виннокаменно-калиево-натриевой соли растворяли в мерной колбе на 
500 мл в небольшом количестве дистиллированной воды, прибавляли 62,5 г едкого 
натра, растворенного в 100 мл дистиллированной воды. Растворы хорошо 
перемешивали и доливали водой до метки. Перед анализом растворы I и II смешивали  
в равных объемах. 
0,1 н. раствор тиосульфата натрия является основным реагентом  
при йодометрическом определении различных веществ. Для приготовления  
0,1 н. раствора тиосульфата натрия брали 25 г кристаллической соли (Na2S2O3
.
5H2O)  
с молекулярной массой 248,22. Раствор тиосульфата натрия быстро изменяет свой титр 
вследствие разлагающего действия находящейся в его водном растворе угольной 
кислоты. Поэтому готовили раствор тиосульфата, растворяя 25 г Na2S2O3
.
5H2O в 1 л,  
и выдерживали полученный раствор в течение 10 суток. В течение этого времени 
протекает реакция между Na2S2O3 и СО2, и титр раствора тиосульфата натрия делается 
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устойчивым. После выдерживания раствора титр его проверяли посредством дихромата 
калия. В коническую колбу вместимостью 500 мл наливали 250 мл дистиллированной 
воды, затем приливали 10 мл 10%-го раствора йодида калия, 10 мл 25%-го раствора 
серной кислоты и 10 мл 0,1 н. раствора дихромата калия. Иод тотчас выделяется, и его 
оттитровывали приготовленным раствором тиосульфата натрия. Титрование вели при 
постоянном взбалтывании раствора до тех пор, пока он не окрасится в слабо-желтый 
цвет. После этого прибавляли 2–3 мл 3%-го раствора крахмала (раствор приобретает 
ярко-синее окрашивание) и титровали до бледно-зеленой окраски раствора. 
Определяли количество раствора тиосульфата натрия, пошедшего на титрование,  
и вычисляли поправочный коэффициент [15]. При расчете молярной концентрации 
ксилана значение средней молекулярной массы принимали 31 000 г/моль [16]. 
Также необходимы 1%-й раствор крахмала, фосфатно-цитратный буфер,  
0,1%-й ферментный раствор; 30%-й раствор йодида калия [15]. 
Ферментативный гидролиз ксилана проводили в термостатируемом реакторе 
периодического действия с возвратно-поступательным качанием (число качаний 
реактора – 300 кач/мин). Указанная интенсивность перемешивания позволяет 
устранить влияние внешне-диффузионных факторов на исследуемый процесс. 
Количество 0,1 н. раствора тиосульфата натрия, пошедшего на титрование 
образовавшихся сахаров, пересчитывали на ксилозу. Активность рассчитывали по 
формуле 
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где   Vк – количество тиосульфата натрия, пошедшее на титрование контрольной 
пробы, мл; 
Vo – количество тиосульфата натрия, пошедшее на титрование опытной пробы, 
мл; 
3,22 – количество ксилозы, эквивалентное 1 мл тиосульфата натрия;  
6 – общий объем фермент-субстратной смеси, мл;  
1 000 – перевод миллиграммов в граммы; 
2 – объем смеси, отобранной на определение, мл; 
t – длительность гидролиза, ч;  
а – количество ферментного материала, взятого на анализ, мг [103]. 
Пектинэстеразная активность характеризует способность фермента 
катализировать гидролиз сложноэфирных связей в молекуле пектина, при этом  
в пектине освобождаются карбоксильные группы. Метод определения 
пектинэстеразной активности основан на определении скорости гидролиза этих связей, 
устанавливаемых по количеству освобожденных карбоксильных групп, которые 
определяются ацидиметрическим методом.  
За единицу пектинэстеразной активности принято такое количество фермента, 
которое катализирует при 30 °С и оптимальном рН 1 мкэкв сложноэфирных связей  
в молекуле пектина за 1 мин. Пектинэстеразную активность выражают числом 
указанных единиц в 1 г (или 1 мл) исследуемого препарата.  
Для определения пектинэстеразной активности навеску ферментного препарата 
массой 0,5 г помещали в мерную колбу вместимостью 50 мл. Колбу заполняли 
дистиллированной водой до метки.  
Для приготовления инактивированного ферментного препарата 25 мл  
ферментного раствора помещали в колбу вместимостью 50 мл, закрывали пробкой  
с воздушным холодильником и выдерживали в кипящей бане в течение 1 ч. 
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Затем в четыре стакана вместимостью 50 мл помещали по 20 мл субстрата  
(1%-й раствор пектина), накрывали часовыми стеклами и ставили с промежутками  
в 10 мин в термостат с температурой 30 °С. Через 15 мин в два стакана прибавляли по 
10 мл ферментного раствора, а в другие два – по 10 мл раствора инактивированного 
фермента. Общий объем реакционной смеси всегда был равен 30 мл. Через 1 ч после 
введения ферментного раствора пробы вынимали из термостата и при помощи 
потенциометра  титровали опытные и контрольные растворы из микробюретки 0,1 н 
раствором гидроксида натрия. 
Пектинэстеразную активность (в ед/г препарата) вычисляли по формуле 
xat
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где 100 – число микроэквивалентов гидролизированных сложноэфирных связей, 
соответствующее 1 мл 0,1 н раствора гидроксида натрия; 
V1 и  V2 – количество 0,1 н раствора гидроксида натрия, пошедшее на титрование 
опытного и контрольного растворов, мл; 
100 – степень этерификации пектина, на который ведут расчет; 
K – поправочный коэффициент титра гидроксида натрия; 
t – длительность гидролиза, мин; 
a – количество ферментного препарата, взятого на анализ, г; 
х – степень этерификации пектина, использованного в качестве субстрата. 
Метод определения β-глюкозидазной активности основан на способности  
эндо-β-глюкозидазы снижать вязкость раствора β-глюкана. За единицу активности 
принято такое количество фермента, которое приводит в условиях опыта к увеличе- 
нию 1/ , равному 1 мин-1. Перед определением  эндо-β-глюкозидазной активности 
устанавливали значение контроля – продолжительность истечения реакционной смеси, 
в которой вместо исследуемого раствора содержится 1 мл воды. В вискозиметр, 
помещенный в термостат при 30 °С, вносили 5 мл субстрата (0,5%-й раствор  
β-глюкана) и через 5 мин добавляли 1 мл исследуемого ферментного раствора, включая 
одновременно секундомер. Через 3 мин определение повторяли. Активность 
ферментного препарата (в ед / г препарата) рассчитывали по формуле 
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где  b – разность между 1/  реакционной смеси через 3 мин и начальным 
определением;  
а – количество ферментного препарата, взятого на анализ, г; 
T – длительность действия фермента, мин [15]. 
Кроме того, гидролизаты анализировались методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. В ходе анализа была использована хроматографичекая 
система «Dionex, Ultimate 3000 USA», снабженная рефрактометром сравнения  
и жидкостным хромато-масс-спектрометром. Хроматограммы обрабатывались методом 
исправленной нормировки площадей пиков. 
На основании анализа экспериментальных данных определены специфические 
ферментативные активности гидролитического комплекса Trichoderma viride: 
ксиланазная активность составила 3,45   0,01 ед/мг препарата, пектинэстеразная  
0,65   0,01 ед/мг препарата, β-глюкозидазная 0,23   0,01 ед/мг препарата. 
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